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RESUMEN

La transferencia de embriones es una tecnologia que permite incrementar la tasa
reproductiva de los animales élite productiva, reproductiva y sanitariamente. Con la
finalidad de evaluar la respuesta de tasa de recuperacion de embriones viables
producidos mediante el uso de la técnica de produccion de embriones “IN VIVO”
(Multiple Ovulacion y Transferencia de embriones) en razas de ganado bovino, para lo
cual se utilizaron 65 donadoras de las razas Holstein, Brown Swiss y Fleckvieh; ademas
determinar si hay diferencias en produccion de embriones viables entre razas. Se aplicd
el mismo protocolo de superovulacion Folltropin®, para todas las donadoras. En la
recoleccion de embriones mediante método no quirtirgico, evaluacion y de clasificacion
se encontraron de 252 embriones viables de las tres razas; de los cuales 72 embriones
viables fueron de la raza Holstein, 78 embriones viables de la raza Brown Swiss y de
102 embriones viables de la raza Fleckvieh. EI nimero de embriones viables por
donadora fue en promedio de 3.9 £ 0.9 embriones para las tres razas de ganado lechero.
En el caso de Holstein el promedio de 4.8 + 1.2 embriones viables, las Brown Swiss 3.5
+ 0.9 embriones y para el caso de las Fleckvieh de 3.6 = 0.8 embriones. Al realizar el
analisis estadistico no se encontraron diferencia en las medias entre las tres razas
evaluadas, por lo que este efecto no es fue prioritario en la respuesta de embriones
viables por donadora, sino factores fisiologicos individual y niveles productivos que

afectan la tasa de recuperacion de embriones viables por donadora.

Palabras claves: Bovino, embriones, superovulacion, MOET



. INTRODUCCION

Las biotecnologias reproductivas aplicadas en bovinos se han desarrollado durante el
siglo XX. La técnica de inseminacion artificial historicamente tiene una antigiiedad de
3000AC, a pesar de ello su adopcion fue después de la segunda guerra mundial, debido
al descubrimiento de los crioprotectores para conservar el semen por tiempo indefinido
(Polge y Rowson, 1952). Es a partir de esta metodologia que los programas de mejora
genética tomaron un avance muy grande, con la difusion a nivel masivo de machos

superiores (Peters, 1991).

En la década del 60, del siglo XX, el control del ciclo estral permitio simplificar la
aplicacion de la inseminacion artificial, al mismo tiempo, el desarrollo de
superovulacion para realizar una recuperacion repetida de embriones de donantes, hizo
posible el desarrollo de la transferencia de embriones para incrementar la tasa
reproductiva de la hembras de alto valor productivo y genético (Alberio, 2003). La
transferencia de embriones es una herramienta de la biotecnologia reproductiva que

desde el afio 1951, se viene aplicando, con resultados exitosos (Willett et al, 1951).

Los factores que afectan los resultados de un programa de transferencia de embriones en
condiciones de campo y sobre los que se puede efectuar el control de calidad son:
higiene del laboratorio; esterilizacion del instrumental; medios de cultivo y
criopreservacion; seleccion por aptitud funcional y sanitarias de donantes y receptoras;
control de celos; seleccion de hormonas gonadotroficas y prostaglandinas; calidad del
semen; efecto de la calidad del embrién y del dia del ciclo de la receptora.
Adicionalmente, tener una organizacién de un grupo humano especialmente entrenado y

capacitado para la atencién minuciosa, puede ser la llave del éxito (Munar, 2003).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de tres razas en la produccion de

embriones in vivo en bovinos.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Fisiologia reproductiva de la hembra bovina

La dinamica folicular en la hembra bovina es desencadenante de los procesos
reproductivos y de las fases del ciclo estral, sin embargo, estos eventos estan regulados
por un complejo conjunto de factores que se interrelacionan y permiten que se presente
la ovulacion como punto final del ciclo estral y punto de inicial en la vida reproductiva

de la hembra bovina (Motta et al., 2011).

Durante el ciclo estral se producen ondas de crecimiento folicular. Cada onda se
caracteriza por la emergencia de un grupo de foliculos con un didmetro de 4 mm que
crecen por pocos dias. Posteriormente, se produce la desviacion folicular caracterizada
porque el foliculo mas grande continua creciendo y los otros regresionan. El foliculo
que continua desarrollandose se lo denomina dominante e inhibe el crecimiento de los

demas foliculos, llamados subordinados (Callejas, 2004).

2.1.1 Regulacién endocrina de los ciclos estruales

El ciclo estrual es regulado por mecanismos endocrinos y neuroendocrinos; esto es, por
hormonas hipotalamicas, gonadotropinas y esteroides secretados por los ovarios. La
regulacion de la secrecion de gonadotropina durante el ciclo estrual requiere un delicado
equilibrio entre complejas interacciones hormonales. Un componente que se sabe
influye de manera importante es la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRh). Los
cambios en las tasas de sintesis y liberaciéon de GnRH, asi como la velocidad de
degradacion de dicha hormona, son factores adicionales que modifican su papel en la
influencia sobre la liberacion de gonadotropinas. A nivel del ovario, el periodo estrual
se caracteriza por una elevada secrecion de estrogenos a partir de los foliculos de Graf
preovulatorios. Los estrogenos estimulan el crecimiento uterino por un mecanismo en el
que participan la interaccion de la hormona con receptores y el incremento en procesos
sintéticos dentro de las células. Los estrogenos también estimulan la produccion de

prostaglandinas por el utero (Hafez, 2002).



Durante cada ciclo estral, los ovarios bovinos sintetizan y secretan estrogenos y
progesterona, los cuales coordinan la funcion del sistema reproductivo femenino. Cada
ciclo estral comprende una fase folicular y una fase luteal. La fase folicular se
caracteriza por el desarrollo de un foliculo preovulatorio que secreta estrogenos,
mientras que la fase luteal se caracteriza por la secrecion de progesterona por el cuerpo
lateo, el cual se forma después de la ovulacion del foliculo preovulatorio. Al final de la
fase luteal, el cuerpo luteo involuciona por accion de la prostaglandina F2a (PGF2a), y
ocurre el desarrollo final del préoximo foliculo preovulatorio. La secrecion de
gonadotrofinas juega un rol central en el control del ciclo estral. El foliculo
preovulatorio en desarrollo produce un nivel critico de estrégeno que estimula al
hipotalamo para aumentar la frecuencia y amplitud de los pulsos de hormona liberadora
de gonadotrofinas (GnRH). Se sugiere que esto ocurre en bovinos, basado en un
aumento de la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH. El incremento en los pulsos
de LH amplifica la secrecion de estrogenos, completa el desarrollo folicular, induce el

comportamiento estral y estimula la onda preovulatoria de LH (Diaz, 1999).

2.1.2 Crecimiento folicular y la ovulacion

El control endocrino de la maduracion folicular se basa en las células de la granulosa y
la teca. Si los foliculos alcanzan su fase de desarrollo receptivo a las gonadotropinas, las
células de la granulosa presentan receptores para FSH y las células de la teca presentan
receptores para LH. Al comienzo, el nimero de receptores de FSH de una célula de la
granulosa es limitado, de manera que un foliculo en crecimiento solamente puede
multiplicar hasta cierto punto los receptores de FSH de una célula de la granulosa, ya
que su retroalimentacion seria limitada. A medida que el foliculo sigue creciendo, se va
aumentando el nimero de células de la granulosa, lo cual colabora en el incremento
acelerado del nimero de receptores de FSH. Puesto que el estrogeno sintetizado tiene un
efecto mitégeno (estimulante de la mitosis), el destino final del foliculo dependera de si
es capaz de sintetizar estrogenos en cantidad suficiente para aumentar el nimero de sus
células, aumentando asi indirectamente el nimero de receptores para FSH. Solamente

cuando es capaz de convertir los androgenos procedentes de la teca en estrogenos,



consigue mantener un microambiente impregnado de estrogeno. Sino lo consigue, sufre

una transformacion androgena y la consecuente atresia (Tovia y Duica, 2012).

El crecimiento, maduracion, ovulacion y luteinizacion del foliculo de Graaf dependen
de patrones apropiados de secrecion y concentraciones suficientes y proporcionales de
FSH y LH en suero. Entre las hormonas participantes se incluyen esteroides,
prostaglandinas y glucoproteinas. La FSH tiene la funcién importante en el inicio de la
formacion del antro. Esta gonadotropina estimula la mitosis de las células de la
granulosa y la formacion del liquido folicular. Ademas, la hormona foliculo estimulante
induce la sensibilidad de las células de la granulosa hacia la hormona luteinizante al

incrementar el nimero de receptores para esta ultima (Hafez, 2002).

El inicio de cada oleada de crecimiento folicular esta precedido por un incremento en la
concentracion de FSH, y después de la misma, hay un descenso significativo de la FSH
debido al incremento en la concentracion de estradiol. Cuando el foliculo de mayor
tamafio alcanza los 8 mm, crece a mayor velocidad que el resto y se convierte en el
foliculo dominante, mientras que los otros regresionan y se convierten en los
subordinados. El mecanismo de seleccion del foliculo dominante se basa en una
desviacion en la capacidad de respuesta a la FSH y LH. Ello implica primero un
descenso de la concentracion de FSH debido al feedback negativo que ejerce el estradiol
y la inhibina producidos por todos los foliculos en crecimiento. Un segundo mecanismo
importante para la seleccion del foliculo dominante es que cuando este adquiere
diametro clave de 8 mm comienza a desarrollar receptores para LH en las células de la
granulosa, ello lo permite seguir creciendo con bajas concentraciones de FSH; hacia el
final de la fase de crecimiento, dependiendo de si el cuerpo luteo regresiona o no, se
producira la ovulacion o bien la perdida de los receptores para la LH y la atresia del
foliculo dominante. Cuando cesa la secrecion de estradiol, la FSH vuelve a subir y ello
desencadena la emergencia la siguiente oleada y el ciclo ovarico se vuelve a repetir

(Fernandez, 2008).



2.2. Produccion de embriones en bovinos

2.2.1. Multiple ovulacion y transferencia de embriones

La transferencia de embriones (ovulo fertilizado) es una técnica por el cual los
embriones son colectados del tracto reproductivo de la hembra (donadora) antes de la
implantacion y luego es transferida en el tracto reproductivo de otra hembra (receptora)
para completar su desarrollo (gestacion).

Cuadro 01. Desarrollo Historico de la transferencia de embriones (Kanagawa, 1988)

Autor, afio Pais Evento Especies
Heape, 1890 ENG | Primer éxito en T.E. Coneja (4 cr.)
Beildl et al, 1922 Exito en T.E. Coneja
Nicholas, 1933 Exito en T.E. Rata
Warwick and Berry, 1934- 49 Exito en T.E. Oveja y cabra
Lopyrin et al., 1950 Exito en T.E. Oveja
Kvansnickii, 1951 Exito en T.E. Cerda

Willet et al, 1951 USA | Exito en T.E. Vaca

Oguri an Tsutsumi, 1974 JAP | Exito en T.E. Yegua
Kraemer et al, 1976 Exito en T.E. Mono
Schriber and Kraemer, 1978 Exito en T.E. Gata

Steptoe and Edwards, 1978 Bebe Mujer nacida por T.E. Mujer
Kinney et al., 1979 Exito en T.E. Perra
Marden and Chang, 1952 Primer transporte Coneja

intercontinental de embrion

Alberta Livestock transplants | CAN | almacenado a 10° C Vaca
Ltd., 1971 Primera compafia comercial
Whittingham et al., 1972 para T.E. en animales de granja | Raton

Nacimiento de cria de embrion
Wilmut and Rowson, 1973 refrigerado a largo periodo. Vaca
1974 USA | Nacimiento de cria de embrion
congelado. Establecio la
“Internacional Embryo Transfer

Society”




2.2.1.1. Superestimulacion ovarica

Se denomina superovulacion al aumento del numero fisiologico de ovulaciones propio
de la especie, provocado mediante la administracion de gonadotropinas. En el bovino,
se considera que hubo respuesta al tratamiento cuando se producen mas de dos
ovulaciones. La superovulacion debe complementarse con un régimen Optimo de

inseminacion artificial, utilizando semen de muy buena calidad (Palma, 2001).

Mapletoft et al. (2002) y Murphy et al. (1984) han investigado la actividad bioldgica
de las gonadotropinas y depende de la actividad de FSH y LH, presentes en las
preparaciones y son los que afectan la respuesta superovulatoria en vacas. Tres tipos de
gonadotropinas pueden ser usadas para inducir superovulacion, gonadotropinas de
extractos de pituitaria de cerda y otros animales domésticos, gonadotropina coridnica

equina (eCQG) y hormona menopausica humana (hMG).

La vida media de la FSH en vacas esta estimada en menos de 5 h, por lo que se
administra dos veces al dia para tener ¢éxito en la superovulacion de embriones.
Usualmente se da en un régimen de 4 a 5 dias (2 veces por dia) de FSH con una dosis
total de 28 a 50 mg (Armour) de extracto de pituitaria cruda (FSH-P) o 400 mg
NIH_FSH-PI del extracto de pituitaria purificada, Folltropin®-V (Bioniche Animal
Health, Bellville, Canada). 48 o 72 h después de iniciar el tratamiento se inyecta PGF
para inducir luteolisis y el estro ocurra entre 36 y 48 h y una posterior ovulacion 24 y 36

h después (Mapletoft et al., 2002).

Gonadotropina coridnica equina (eCG) es un complejo glicoproteico con actividad de
FSH y LH y tiene una vida media de 40 h en la vaca y persiste por encima de 10 dias en
la circulacion bovina, de esta manera se inyecta una sola vez y seguida a 48 h después
de una de PGF. La larga vida media de la eCG causa una continuada estimulacion
ovarica, foliculos anovulatorios, perfil endocrino anormal y reduce la calidad de los
embriones. Estos problemas pueden ser resueltos con la aplicacion intravenosa de

anticuerpos a eCG al momento de la primera inseminacién o 12 a 18 después del inicio



del estro. Se recomienda una dosis de 1500 a 3000UI de eCG (uso mas comun 2500 UI)
(Mapletoft et al., 2002).

Aunque la foliculogenésis en mamiferos requiere de FSH y LH, hay una variabilidad
considerable en el contenido de FSH y LH en los preparados crudos de gonadotropina.
Murphy et al. (1984) investigaron el efecto de la tasa de actividad de FSH/LH de la
eCG en la respuesta superovulatoria en ratas inmaduras y se encontrd que habia una
correlacion positiva, bajas tasas de actividad de FSH/LH aparentemente reduce la
respuesta superovulatoria en ratas y una adicional LH cuando se adiciona con la eCG
reduce la respuesta superovulatoria en vacas. Extractos purificados de pituitaria con baja
contaminacion de LH es reportado como mejorador de la respuesta superovulatoria en

vacas.

Monniaux et al. (1983) trataron un grupo de vacas con 2500 UI de eCG y otro con 50
mg (Armour) FSH-P y observaron que la tasa de ovulacion y el porcentaje de vacas con
mas de 3 embriones transferibles fue ligeramente mas alta con FSH-P que con eCG.
Otros investigadores como Mapletoft et al. (1990) y Goulding et al. (1996) no

encontraron diferencias entre extractos de pituitaria (FSH) y eCG.

2.2.1.2. Recuperaciéon de Embriones

Antes de 1976, mas vacas eran colectadas por laparotomia (linea media) y menos
cominmente via incision del flanco. En ese afio varios investigadores publicaron la
factibilidad del método no quirtrgico (transcervical) para recuperar embriones y la

industria cambio estos procedimientos rapidamente (Seidel, 1991).

La primera transferencia quirirgica con éxito en bovinos fue lograda por Willet et al.,
(1951) y practicaron la cirugia bajo anestesia general, con el animal en posicion de
cubito dorsal y por la linea media. El cuerno ipsilateral al cuerpo lateo fue expuesto para

ser punzado e introducir el embrion en 0,2 ml de medio. La técnica fue simplificada por



Avery et al. (1962) transfiriendo los embriones a la receptora en pie y por el flanco
(laparotomia lateral). La primera transferencia no quirtrgica con éxito fue realizada por

Mutter et al., (1964) atravesando el cervix con una pipeta de inseminacion.

En muchos casos los embriones son recuperados entre 6 a 8 dias después de iniciado el
estro (dia “0”). Los embriones pueden ser recuperados tan tempranamente como a 4 dias
después del estro, pero a menos del dia 6 la tasa de recuperacion es baja que en los dias
6 a 8. Los embriones podrian ser también recuperados en el dia 9 a 14 después del estro,
sin embargo al dia 9 ¢ 10 la zona pelucida se rompe y el embrion se expande y hace
mas dificil identificarlo y aislarlo y mas susceptible a infecciones. Después del dia 13,
los embriones se elongan dramaticamente y son muchas veces danados durante la
recuperacion. Los procedimientos de criopreservacion y biseccion tiene que ser
optimizado con embriones de dia 6 a &, lo cual es una razén mas para recuperar en estos

dias (Seidel, 1991).

La recogida, no quirtrgica, a través de la cérvix, por lo general, resulta en la
recuperacion de alrededor de un 10 % menos de los embriones, pero es un método
barato y simple, se evita los riesgos de la anestesia general y se puede realizar en la
propia granja. Por lo tanto, las recogidas de embriones, con fines comerciales, se hacen
ahora por medios no quirurgicos. La recuperacion de los embriones, via cérvix, solo es
posible después de que estos han llegado al utero y se suele realizar en el dia 6 del ciclo

que sigue a la superovulacion (Peters y Ball, 1991).

Los embriones son recuperados mediante lavado utilizando un catéter, tipo Foley de tres
vias. En el catéter de tres vias; uno para la admision de aire con el fin de insuflar el
collar o balon que tiene cerca de la punta, otro con una salida muy cerca de la punta
para que ingrese el liquido de lavado y el tercero con una abertura, ligeramente por
detras de la punta, para recoger el liquido de lavado, mas los embriones que este

arrastres desde el utero (Peters y Ball, 1991).



Flushing liquid

Figura 01: Diagrama de recuperacion de embriones (Oklahoma Cooperative

Cooperative Service)

Los embriones son ligeramente mas densos que el medio de lavado por lo que tienden a
depositarse en el fondo del recipiente, normalmente en los dos minutos siguientes. En la
practica, estos recipientes se dejan en reposo unos 10 minutos, al cabo de los cuales se
procede a la recuperacion de los embriones y para ello se suele sifonar el liquido
sobrenadante (Peters y Ball, 1991). Actualmente el uso de filtros para pasar los medios
de lavado es una alternativa muy util y su uso simplifica la busqueda en rapidez y

eficiencia.

2.2.1.3. Clasificacion de los embriones

El ovocito es ovulado en la segunda metafase y no completa la meiosis hasta la

interaccion con el espermatozoide. En el bovino la ovulacion se da aproximadamente a

24 horas de iniciado el estro y la primera division se lleva a cabo a 48 horas, después del



estro (Shea, 1981). Este ovocito fecundado o no, es una célula de 150-190 um de
diametro, incluyendo la zona pelicida 6 membrana peliucida (una capa glicoproteica)

que tiene un grosor de 12 a 15 um (Lindner and Wright, 1983).

Las primeras tres divisiones del embrion se denomina desarrollo (clivaje), tal es asi que
hasta 8 células se les denomina estados de desarrollo (cleavage), durante estas etapas el
embrion decrece en peso (Seidel, 1991). Durante el estado de morula, las células
embrionarias cambian de formas esféricas a poligonales (este fenomeno se denomina
compactacion). Durante la compactacion, uniones especializadas hacen que las células
se pueden comunicar con otras. La compactacion es un excelente signo de que los
embriones estan desarrollando normalmente; la perdida de compactacion a 6 dias

después del estro en vacunos indica desarrollo retardado (Seidel, 1991).

La morula en desarrollo, internamente forma una cavidad (blastocele) por gasto de
energia al bombear liquido entre las células. La formacion del blastocisto, también es
indicativo de continuidad de desarrollo normal del embrion. La no formacion de

blastocele a 7-8 dias después del estro, significa desarrollo retardado (Seidel, 1991).

La zona pelucida es una capsula similar a la gelatina que rodea al ovocito y al embrion
temprano, estos tienen receptores de esperma que son inactivados después de la
fecundacion y mantiene las células de los embriones pre compactados, y protegen estas
células jovenes del sistema inmune y los patdgenos. Si la zona peliicida es retirada de
embriones pre-compactados, las células llegan a separarse del embrion y degeneran.
Cuando el bastocele crece muy grande, el embrion se expande (8 a 9 dias después del
estro) y la zona peliucida se adelgaza, este estado se denomina blastocisto expandido.
Después, un dia mas, la expansion es tan grande que la zona peliicida se rompe y el
embrion sale afuera (prolapso), quizds ayudado por enzimas. Los embriones
prolapsados, dia 11 a 13, adquiere la forma eliptica y luego se va alargando y al dia 17 a

19 el embrion se alarga lo suficiente como para ocupar los dos cuernos (Seidel, 1991)

10



Figura 02: Estadios de embriones post fertilizacion: a) embrion de cerdo (18h post
ovulacion), b) embrion de cerdo de 8 células (55h post ovulacion) c¢) embrion de cerdo

13 dias post ovulacion (157 cm de elongacion) (Austin and Short, 1982)

Los embriones protruidos hacen mas dificil la identificacion. La zona pelicida es una
estructura por el cual se puede identificar los embriones a temprana edad. Los
embriones mantiene su forma esférica hasta aproximadamente el dia 12 cuando se inicia

la elongacion (Shea, 1981).

El coédigo de la etapa de desarrollo es numérico, en un rango de “1” (un ovocito
infertilizado o u embrion de 1-célula) a “9” (blastocisto expandido eclosionado). El
codigo de calidad del embrion es también numérico y se basa en la integridad
morfologica de los embriones. Los codigos de calidad de los embriones oscilan entre 1

y 4 (Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones, 2011):

- Codigo 1: Excelente. Masa embrionaria simétrica y esférica con blastomeros
individuales (células) que son uniformes en tamano, color y densidad. Este
embrion concuerda con la etapa de desarrollo esperada. Las irregularidades
deben ser relativamente menores, y al menos 85% del material celular debe ser
una masa embrionaria intacta y viable. Este criterio debe basarse en el
porcentaje de células embrionarias representadas por el material extrudido en el
espacio perivitelino. La zona pelucida debe ser suave y no debe tener superficies
concavas o planas que puedan provocar que el embrion se adhiera a una placa de

Petri o a una pajuela.
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- Cdbdigo 2: Bueno. Irregularidades moderadas en la forma total de la masa
embrionaria o en el tamafo, color y densidad de las células individuales. Al
menos el 50% del material celular debe ser una masa embrionaria intacta y

viable.

- Cddigo 3: Malo. Irregularidades importantes en la forma total de la masa
embrionaria o en el tamafio, color y densidad de las células individuales. Al
menos el 25% del material celular debe ser una masa embrionaria intacta y

viable.

- Cdbdigo 4: Muerto o Deteriorado. Embriones, ovocitos o embriones de 1 celula

deteriorados: no validos

El codigo de los estadios de desarrollo es numérico de 1 a 9. En la transferencia
comercial de embriones, los embriones son generalmente recolectados en los dias 6 a 8
del ciclo estral (de moérula a blastocisto) (Sociedad Internacional de Transferencia de

Embriones, 2011):

- N° 1: ovocito sin fertilizar o embrion de una célula (1 dia).

- N°2: Identifica embriones con dos a 16 células (2 a 4 dias).

- N°3: Identifica Morulas Tempranas (5 a 6 dias).

- N°: Identifica Morulas Compactas de 6 dias de edad.

- NP°5: Blastocisto Temprano (7 dias).

- N°6: Blastocisto (7 a 8 dias).

- N°7: Blastocisto Expandido (8 a 9 dias).

- N°8: Blastocisto eclosionado (9 dias) apartir del dia noveno o decimo

el blastocisto ya esta fuera de la zona pelucida.
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La determinacion de la calidad del embrién permite caracterizar en términos (mas o
menos) cuantitativos las posibilidades de desarrollo y posterior nacimiento a partir de un

embrion obtenido (Palma, 2001)

1. 1-celula 2. 2-celulas
(dia 1) (dia 2) (dia 3)

2. 8-celulas 2. 16-celulas
(dia 4) (dia 5) (dia 5-6)

6. Blastocisto
(dia 6) (dia 7) (dia 7-8)

8. Blastocisto eclosionado

7. Blastocisto expandido (dia 9)
(dia 8-9) eclosionado-expandido
(dia 9-10)

8. Blastocisto

Figura 03: Estadios de desarrollo de embriones (Sociedad Internacional de

Transferencia de Embriones, 2011).

Los embriones clasificados como I, IT y III son aptos de ser transferidos. Los resultados,
expresados en porcentaje de gestaciones, varian entre 45 y 60 % y son iguales para los
embriones clasificados como excelentes y buenos. Para el congelamiento y

micromanipulacion solo pueden utilizarse los embriones [ y I (De Bem et al, 1994).
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2.2.1.4, Conservacion de los embriones

Si los embriones se van a transferir a vacas o novillas, el mismo dia, se pueden
conservar en solucion recién preparada, estéril, del mismo medio en que se lavaron,

durante varias horas, procurando mantener una temperatura proxima a la del cuerpo.

Ahora es posible congelar embriones de vacuno durante mucho tiempo, y obtener con
ellos indices de gestaciones superiores al 50%. Los problemas relativos a la congelacion
de embriones son similares a los de la congelacion del semen, excepto que aquellos son
mas sensibles a los procesos de congelacion descongelacion y no pueden tolerar
mermas. Al igual que para los espermatozoides se utiliza a menudo la glicerina como
sustancia crioprotectora. Los embriones se suelen conservar aislados en pajuelas de 0.25
ml, iguales que las utilizadas en inseminacion artificial. Se introducen en nitrogeno
liquido para congelarlos a ritmo controlado, utilizando para ello una maquina

computarizada. (Peters y Ball, 1991)

Existe ademas la conservacion “sin equilibrio” o vitrificacion. Este congelamiento
rapido (vitrificacion) consiste en deshidratar al embrion a temperatura ambiente a través
de un medio de vitrificacion de muy alta concentracion y un congelamiento muy rapido,
que evita la formacion de cristales de hielo, lo cual permite que la solucion cambie del
estado liquido a un estado vidrioso. La solucion de vitrificacion de baja toxicidad (EFS
40) consta de tres agentes crioprotectores: un agente de poca toxicidad y penetracion
rapida, p.ej., glicol de etileno a 40%; una macromolecula, p.ej. Ficoll a 18 % y un
disacarido, p.ej., 0.3 M de sucrosa. La exposicion breve a temperatura ambiente para la
solucion de blastocistos de ganado (1 min), es necesario antes de la inmersion en

nitrogeno liquido (Hafez, 2000).
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2.2.1.5. Transferencia de Embriones

La transferencia no quirtrgica de embriones se realiza a través de la cérvix, con equipo
similar al que se utilizan en inseminacion artificial y con una técnica muy similar,
excepto en que hay tomar mayores precauciones para no contaminar la pistola a su paso
por la vagina. El embrion se deposita en el utero dentro del cuerno ipsilateral al ovario

en que se produjo la ovulacion (Peters y Ball, 1991).

En el método transcervical, se palpa a la receptora a través del recto para determinar si
el ovario contiene el cuerpo luteo. A continuacion se aplica anestesia epidural posterior
para evitar que la vaca se mueva o golpee con la cola durante el procedimiento.
Previamente en condiciones asépticas, se aloja el embrion en una pajuela de 0.25 ml y
se introduce en una pistola de transferencia, la cual se cubre con una funda esterilizada.
La pistola se introduce en la vagina y se hace pasar a través del cuello uterino por
manipulacion rectal, y se guia hacia el cuerno uterino que se encuentra en direccion
ipsilateral con respecto al cuerpo lateo. En ese momento se deposita el contenido de la

pajilla en el cuerno uterino (Hafez, 2000).

2.2.2. Fecundacién in vitro

La aplicacion de los procedimientos de produccion in vitro (PIV) en la reproduccion
bovina se han incrementado en los Ultimos afios y en un futuro pueden llegar a ser
utilizados en programas de gran escala de produccion comercial. Dentro de éste
concepto, la recoleccion de ovocitos es un paso necesario para poder llegar a establecer

estos programas de PIV.

Embriones de valor comercial o de alto valor genético pueden ser obtenidos de animales
recién sacrificados o de animales genéticamente valiosos. Para poder llegar a obtener
los embriones in Vitro, se hace necesario recuperar los ovocitos y finalizar 3 procesos

biologicos: maduracion, fecundacion de los ovocitos y los cigotos resultantes
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desarrollarlos hasta el estado de blastocisto en donde pueden ser congelados o

transferidos a receptoras sincronizadas.

Los ovarios contienen un elevado numero de foliculos que se encuentran en diferentes
estados de desarrollo (primordiales, en crecimiento, atrésicos) de los cuales, solamente
una pequefia proporcion va a ser utilizada durante la vida reproductiva del animal. La
recoleccion de ovocitos permite recuperar y aprovechar foliculos no ovulatorios, que
bajo condiciones fisiologicas naturales se tornarian en foliculos atrésicos (Gordon, and

Lu, 1990).

2.3. Importancia de la tecnologia de produccion de embriones.

2.3.1. Mejoramiento genético

La tasa anual de ganancia genética se determina por el efecto de los siguientes factores

(Lohuis, 1995):

e« La intensidad de seleccion, depende de la proporcion de la poblacion que es
seleccionada como padres de la siguiente generacion. Una pequefia proporcion de
los mejores animales, no dara una alta intensidad de seleccion.

e La exactitud de seleccion, depende de los métodos usados para identificar los
animales superiores y mide el grado de coincidencia entre nuestra estimacion del
indice de valor genético de una animal y la actual habilidad genética de la
caracteristica en cuestion.

e La heredabilidad de la caracteristica, es la proporcion de la variabilidad total e la
produccion observada entre individuos que es debido a efecto de genes aditivos, por
lo tanto puede ser transmisible de una generacion a otra. Una alta variabilidad,
facilita el progreso genético. La heredabilidad es practicamente una medida de la
variabilidad genética.

« Elintervalo entre generaciones, la media de edad de los padres cuando la cria nace.

A mayor edad de los padres el progreso genético es menor.
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La influencia de estos factores en ganancia genética por afio se combina en la siguiente

ecuacion (Lohuis, 1995):

Ganancia Genética/afio = Intensidad de selec. X exactitud selecc. X variabilidad genética (h2)

Intervalo entre generaciones

El tipo de tecnologia reproductiva que escojamos para multiplicar los individuos
seleccionados en la poblacion, podria afectar los factores que influencian la ganancia
genética y determinar la tasa a la cual queremos incrementar la frecuencia de los genes

deseables en la poblacion (Lohuis, 1995).

El uso de inseminacion artificial (IA) con semen de toros con prueba de progenie resulta
en una ganancia genética promedio en produccion de leche de 1,0 — 1,5% sobre el
promedio por afio. Una simulacion computarizada, predice una tasa de ganancia
genética de 8-9,5% mas alta que un actual programa de prueba de progenie, cuando la
multiple ovulacion y transferencia de embriones (MOET) se incluye en un programa de
prueba de progenie. El incremento de ganancia genética por afio es ain mads alta (22%
mas alta que la ganancia genética con actual prueba de progenie) cuando se produce
embriones in vitro de donadoras jovenes (terneras de 1 a 5 meses de edad) (Lohuis,

1995).

Nicholas and Smith (1983) estima que la tasa de ganancia genética en ganado lechero
podria ser incrementado en un 100% por el uso de transferencia de embriones en la

generacion de hembras de reemplazo.

2.3.2. Eficiencia reproductiva.

En la actualidad la produccion de embriones por MOET implica:
e La necesidad de tratamiento hormonal de las donadoras, para estimular al
desarrollo y maduracion simultaneo de varios foliculos y la induccion de

ovulacion multiple.
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La necesidad de realizar multiples mas de una inseminacion de la donadora
durante el celo inducido, para asegurar la fecundacion de todos los ovocitos.

La necesidad de sincronizar el estro entre la donadora y la receptora.

La coleccion (lavado) de embriones del utero de la vaca donadora, alrededor de

7 dias post inseminacion.

En promedio, con MOET se puede producir 5 a 6 embriones viables por lavado y 5 a 7

lavados por afo (si la donadora solo se usa para producir embriones) y con una tasa de

prefiez promedio de 58- 60%. Esto da un promedio de 20 a 24 crias producidas por

donadora/afio (Lohuis, 1995)

Las ventajas de la tecnologia in vitro sobre el sistema MOET incluye:

No necesita tratamiento hormonal de donadoras sexualmente maduras. Los
ovocitos son recuperados directamente de los ovarios donde los foliculos
desarrollan constantemente de primordiales a estados maduros, atraves de las
ondas foliculares (Driancourt et al., 1991).

La frecuencia de coleccion de ovocitos con Ovum Pick Up (OPU) puede ser
aproximadamente 2 veces por semana sin tratamiento hormonal, si se realiza
tratamiento superestimulante la frecuencia de coleccion se reduce a una vez por
semana. Los tratamientos hormonales son requeridos cuando se trabaja con
donadoras jovenes peri puberales (Presicce et al., 1993).

Los ovocitos pueden ser recuperados de ovarios de camal, esto da la posibilidad
de rescatar material genético de alto valor, cuando estos animales tienen que ser
beneficiados. Esto abre la posibilidad de producir embriones de razas de carne o
de cruces especiales determinados por el mercado, utilizando ovarios de camal
en gran escala y a costos relativamente bajos (Penny et al., 1995).

Animales de alto valor genético y que son infértiles (que no sean razones
genéticas), pueden ser rescatadas para la produccion de embriones. Muchos
problemas de fertilidad son relacionados con fallas en la ovulacion, daios en el

utero y oviducto, vejez, etc. (Hasler et al., 1995).
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e OPU es posible realizar en animales gestantes, después del primer trimestre de
gestacion, lo cual incrementa la recuperacion de ovocitos.

e FEl semen puede ser usado mas eficientemente. En MOET normalmente se usa
dos o mas dosis de semen (cada una contiene 2 a 10 millones de
espermatozoides) con un requerimiento por fecundacion en promedio de seis
ovocitos (0.3-1.5 millones de esperma por ovocito). Para fecundacion in vitro
(FIV) se usa una tasa de 6,000 a 10,000 espermatozoides por ovocito (Gordon,

1994).

La eficiencia de la produccion de embriones in vitro en términos de crias obtenidas,
varia grandemente de acuerdo a varios factores: edad, tipo de donadora, método de
recuperacion de ovocitos, frecuencia de OPU, condicion corporal y estatus nutricional
de la donadora, estado fisiologico de la donadora, raza, habilidad de la fecundacion de

los espermatozoides del toro, el método de produccion in vitro aplicado, etc.

De esta manera por FIV se puede producir mas crias por donadora/afio. Asumiendo la
capacidad promedio de 0,8 crias/ semana y un total de 42 crias / afio, versus 20 a 24
crias obtenidas por MOET. Yang (2003) afirma que via OPU, potencialmente una
donadora valiosa (vaca) podria producir 15 a 20 ovocitos por semana (2 veces por
semana de 7 a 10 colecciones por coleccion) o cerca de 700 a 1000 ovocitos por
donadora/aio. Asumiendo un 30% de tasa de blastocistos y 40% de tasa de prefiez, una

vaca potencialmente puede dar 200 a 300 blastocistos o 80 a 120 prefeces por afio.

2.4. Factores que afectan la superovulacion de donadoras

Mapletoft et al., (2002) afirman que la variabilidad de la respuesta superovulatoria
continua siendo uno de los problemas a veces frustrantes en la transferencia de
embriones en vacunos. La obtencion de LH de los extractos de pituitaria ha tendido a

reducir la variabilidad, como el de pituitaria porcina purificada.
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La mayor fuente de variabilidad en vacas es el estatus de los foliculos ovaricos y el
tiempo de inicio del tratamiento gonadotropico. Drianourt (2001) afirma que la
respuesta ovarica de cada hembra depende del nimero de foliculos gonado-sensitivos
presentes en el momento de iniciar el tratamiento. Iniciar el tratamiento al momento de

la emergencia de la onda folicular, trae muchos beneficios.

Incorporar técnicas disefiadas para controlar la dindmica de la onda folicular tales como
ablacion folicular o tratamientos con estradiol /progesterona, estos tienden a reducir la
variabilidad causada por tratamiento gonadotropico de vacas en diferente estados de
desarrollo folicular y mejorando la respuesta por ventajas en los mecanismos de

reclutamiento y seleccion de foliculos (Mapletoft et al., 2002).

2.4.1. Estado del ovario en el momento del tratamiento

Los foliculos formados durante la gestacion, continian su desarrollo a preantrales
(primarios o secundarios) y antrales, siguiendo luego la atresia. Una mayoria de estos
foliculos se encuentran en los ovarios entre los dias 0 — 5 y 9 -13 del ciclo estral

(Palma, 2000).

Lindsell et al. (1985) observaron una mejor tasa de recuperacion de embriones
transferibles de donadoras que iniciaron tratamiento de estimulacion durante los dias 6
a 9 del ciclo estral (ver tabla 1). Otro trabajo similar realizado por Bulbul et al. (2010)
recomienda iniciar el tratamiento de superovulacion durante la mitad del ciclo, en los

dias 8-12, logrando una mayor respuesta de embriones transferibles.

Cuadro 02: Produccion de embriones a diferentes dias del ciclo estral en vaquillas.

(Lindsell et al., 1985).

Dia del ciclo estral CL palpados Ovocitos y embriones Embriones transferibles
X+DS recolectados X+ DS
X+ DS
9 9,3:2,0° 10,0 12,4 2713
6 11,0:2,4%° 11,0126 4,3t2,1
9 16,0¢1,2° 17,0£3,0 72414
12 12,6:2.4% 11,739 39:2,0

Los valores con letras diferentes dentro de una misma columna difieren estadisticamente (p < 0,05)
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Bo et al. (2011) recomienda que los protocolos de superovulacion se deben iniciar en la
fase luteal media, aproximadamente entre el dia 9 y 11 después del celo. Esto,
corresponde al inicio de segunda onda folicular (dias 9 y 10 del ciclo). Sin embargo,
también sostiene que es importante sincronizar la superestimulacion con la emergencia
de la onda folicular, siendo el inicio de la superovulacion, entre el dia 1 o 2 dias de la

emergencia folicular.

Adams (1999) indica que la emergencia de las ondas foliculares se caracteriza por el
crecimiento (de 1 a 2 dias) de 20 pequefios foliculos, que inicialmente son detectados
por ultrasonografia a un diametro de 3 a 4 mm de didmetro. La primera onda folicular
ocurre consistentemente en el dia de la ovulacion (dia 0), emergiendo la segunda onda
entre el dia 9 a 10 (para ondas de tres ciclos) y entre dia 8 a 9 (ciclos de tres ondas),
estas ultimas la emergencia de la tercera onda ocurre en el dia 15 a 16. El cuerpo liteo
inicia regresion tempranamente en ciclos de 2 ondas (dia 16) que en ciclos de 3 ondas

(dia 19) dando como resultado ciclos estrales cortos (19 dias vs 23 dias).

Garzon et al. (2007) indican que para una mejor respuesta a la superovulacion, los
programas deben iniciarse al comienzo de una nueva onda folicular, antes de la
seleccion del foliculo dominante. La respuesta superovulatoria es significativamente
mayor cuando los tratamientos se inician el dia antes o el dia del inicio de la onda
folicular (ya sea la primera o segunda onda) que los tratamientos iniciados uno o dos

dias después.

2.4.2. Edad de las donadoras

El nimero de embriones transferibles obtenidos por Hasler et al. (1981) en donantes
cuyas edades estaban comprendidas entre 3 y 6 afios (7,1 embriones) resulté mayor que
el que reportd en vaquillas (4,3 embriones) y primiparas (4,7 embriones). Por su parte
Hanselman (1995) efectué un estudio retrospectivo en el que analizd la respuesta
superovulatoria agrupando en tres categorias, hasta 5, 5 a 8 y mas de 8 afios y el

promedio de embriones transferibles fue 5,2; 6,0 y 3,2, respectivamente.
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Lerner et al. (1986) observaron que hay una interaccion entre la edad de la donante y la
dosis de gonadotropina. Observaron que al aumentar la edad de la donante, disminuyo
el nimero de ovulaciones, tasa de fecundacion y la calidad embrionaria; la reduccion
del nimero de ovulaciones se deberia a una menor disponibilidad de foliculos capaces
de responder a las gonadotropinas exdgenos. Al haber menos foliculos en crecimiento
los niveles de inhibina se reducen y habria un aumento de FSH endogeno que haria que
estos animales, en cualquier momento del ciclo estral, los foliculos en crecimiento
estuvieran en estado de desarrollo mas avanzado que aquellos foliculos en animales mas
jovenes. Esta alta exposicion de estradiol podria ser la causa de la disminucion en la tasa

de fertilizacion y la calidad embrionaria.

Palomino (2000) sostiene que la mayor respuesta superovulatoria se ha conseguido en
animales jovenes. Estos animales de calidad, provienen de progenitores de alto valor
genético y productivo, que pueden incorporarse al sistema de transferencia de
embriones como donantes antes de hacerlo a la reproduccion normal, reduciendo de esa
manera el intervalo generacional y alargandose su periodo reproductivo del animal
joven. Estas hembras produciran hijos mejoradores antes de que entren en su periodo

reproductivo normal y produzcan una primera gestacion y parto.

Silva et al. (2009) reportan una menor produccion de embriones en vacas de mayor
edad y puede estar relacionada con los cambios foliculares y endocrinos que ocurren a
medida que aumenta la edad. Aunque el patron de onda folicular en animales de mas
edad es similar a la de las vacas jovenes, las vacas viejas tienen menos foliculos
ovaricos reclutados en una onda folicular, y tienen un menor nimero de foliculos

grandes después de superestimulacion ovarica.

2.4.3. Estado nutricional

La importancia de la nutricion en hembras tratadas, debe asumirse que el nivel de
energia de la racion puede influir tanto en las tasas de ovulacion y fecundacion como en

la viabilidad de los embriones (Palma, 2000).
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Kruse et al. (2013) sostiene que la condicion corporal de las donantes no influyo en la
puntuacion global de la calidad del embrion, pero afectdé el numero de embriones
transferibles recogidos de 82.6 % a 65.8 %, comparando vacas de buena condicion
corporal con baja condicion. Por lo tanto, cuando se usa protocolos de multiple
ovulacion en los protocolos de transferencia de embriones, es fundamental contar con

vacas con buena condicidon corporal, para aumentar nimero de embriones transferibles.

Hanselman (1995) demostrd6 que la respuesta superovulatoria se correlaciona
positivamente con la condicién corporal, observando ademas que las donantes en

sistemas extensivos tuvieron 2, 2 embriones transferibles mas que las estabuladas.

2.4.4. Historial reproductivo

Deben considerarse dos situaciones diferentes, por un lado, la trasferencia de embriones
ha demostrado ser una técnica alternativa ttil para el diagnostico y tratamiento de
aquellos casos en que la infertilidad no se deba a factores intrinsecos del embridn sino al
ambiente uterino o algiin otro factor materno. Los problemas de fertilidad incluyen
anormalidades detectadas a la palpacion y otras no detectadas como obstruccion

oviductales (Palma, 2000).

Existen estudios en los que se observd claramente que las donantes que ingresan a
programas de transferencia de embriones con antecedentes de infertilidad tienen una
produccion que donantes consideradas fértiles. Hasler et al. (1981) demostraron que en
donantes infértiles el nimero de embriones transferibles (2,0 vs 6,0) es menor y que los
porcentajes de prefiez en receptoras (58 vs 68%) son mas bajos en comparacion a

embriones provenientes de donadoras fértiles (ver tabla 3).
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Cuadro 03: Comparacion de las tasas de produccion de embriones de vacas fértiles o

infértiles (Hasler et al., 1981)

Fértiles Infértiles
N 666 318
Fertilizacion 66 42%*
Embriones/ 6.4 2 4%
donante
Donante sin embriones (%) 14 51*
Tasa de prefiez 68 h8*

2.4.5. Tratamientos sucesivos

La mayoria de autores coinciden que en que la respuesta superovulatoria disminuye con
los tratamientos sucesivos; para lograr mejores resultados, las donantes deben de tener
como minimo un descanso de dos ciclos entre cada tratamiento de superovulacion

(Palma; 2000)

Vacas repetidamente superovuladas con 60 a 90 dias de intervalo en un afo, no se
encontro diferencias en la respuesta superovulatoria entre extractos de pituitaria
(Folltropin®-V o FSH-P) y eCG con o sin anticuerpo monoclonal a eCG (Neutra-
PMSG; Intervet, Boxmeer, Holland) administrada al momento de realizar la primera
inseminacion (Mapletoft et al., 1990), mientras que otros favorecen a Folltropin®-V y

eCG con Neutra-PMSG.

Mapletoft et al. (2002) concluyeron que no hay evidencia de efecto adverso del
tratamiento o repeticion en el tratamiento de vacas donadoras con Folltropin®-V, en la
performance reproductiva, producciéon de embriones y nacimiento de crias. Hasler,
(2000) superovulo vacas Angus primiparas durante 18 meses y fueron superovuladas en
promedio 13,8 veces, el nimero de embriones en promedio fue de 5,5 y tuvo baja

variabilidad.
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2.4.6. Raza

Martinez et al. (1995), utilizaron 100 donadoras de las razas Holstein Friesian y Pardo
Suizo Americano, de las cuales 60 fueron vacas de primera recoleccion posparto y 40
vaquillas de primera recoleccion. En cada grupo existié un nimero similar de animales

de cada raza. Un primer analisis mostré que no hubo diferencias (p<0.05) entre razas.

Tribulo et al. (2010) demostraron en tres razas de ganado de carne (Angus, Brangus,
Bonsmara y Braford), obtuvieron en promedio 6.4 embriones viables, no habiendo

diferencia entre las razas.

Dominguez et al. (2010) comparando produccion de embriones viables durante las
diferentes estaciones del afio en vacas Holstein en la zona del altiplano central de
México, tuvieron un promedio de 7.5 +/- 1.3 embriones viables. Demczuk et al. (1998),
en una investigacion utilizando ganado Simmental en la region de Parana y Matogroso

obtuvieron un promedio de 9.8 +/- 6.5 embriones viables por donadora.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién.

El presente trabajo se realiz6 en el establo La Molina, perteneciente a la Universidad
Nacional Agraria La Molina, el cual se encuentra ubicado en el distrito de La Molina,
provincia y departamento de Lima. Presenta una temperatura media del8 grados

centigrados con una humedad relativa de 75 % promedio.

3.2 Animales

Los animales en estudio son criados bajo el sistema de manejo intensivo, en corrales
donde son ubicados segun edad, estado fisiologico, desarrollo corporal y nivel de

produccion de leche.

Se utilizaron 65 vacas para superovulacion y colecta de embriones de tres razas; de los
cuales 15 fueron Holstein, 22 Brown Swiss y 28 Fleckvieh durante el afio 2012. Los
animales son puros de pedigri, registrados en la asociacion respectiva de la raza,

cumpliendo con las caracteristicas genéticas y anatdmicas propias de cada raza.

Para la eleccion de los animales se tomaron en cuenta los criterios de inclusion:

o Condicion corporal > 2.75 y <4 en la escala que vade 1 a 5.

o No haber presentado durante el periodo del puerperio, algin trastorno
como retencion de placenta, piometra, endometritis.

o  Produccion de crias superior a la media del hato.

o  Presentar un buen historial reproductivo: no mas de 2 servicios por
concepcion, no tener historias de abortos.

o A la palpacion rectal, presentar los 6érganos reproductivos en buen estado,

cuernos simétricos, cérvix recta y sobre el piso de la pelvis.
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3.3 Manejo de animales

La dieta de los animales es formulada de acuerdo a los requerimientos para cada etapa
de desarrollo y produccion de leche. Las vacas de produccion reciben alimentacion
fraccionada a base de forraje fresco (maiz chala picada), alimento balanceado
(concentrado) segun el nivel de produccion y también orujo de cerveceria. La racion es
repartida por separado, primero el forraje, luego el concentrado y el orujo de cerveceria,

para las vacas en produccion la racion se fracciona en cuatro partes durante el dia.

El sistema de ordefio es mecanico, en una sala tipo Tandem, en tres turnos; uno por la

mafiana, otro en la tarde y el tercero en la noche.

Las técnicas reproductivas empleadas son la inseminacion artificial y transferencia de
embriones, a celo visto, sincronizacion de celo o detectado mediante el uso de
podometros. Se usa pajillas de semen convencional y sexado de toros importados de
Norteamérica y Europa. Las vaquillas reciben el primer servicio de inseminacion
artificial usando semen sexado y en caso haya seguido servicio semen convencional. En
vacas solo semen convencional. Para la transferencia de embriones se realiza 7 dias

después de detectado el celo del animal (celo natural o sincronizado).

En el aspecto sanitario, los animales se encuentran libres de enfermedades
infectocontagiosas, ya que cuenta con cronograma de vacunacion contra aftosa y
carbonosa, y pruebas rutinarias para Brucella y tuberculosis. Los animales enfermos con
alguna infecciébn bacteriana son aislados y tratados hasta su recuperacion. Las

principales enfermedades presentes son la mastitis y la metritis.

Para el manejo de registros se utiliza el software ganadero Dairy Plan, donde son
registrados todos los eventos (deteccion de celo, inseminacion artificial, partos,
tratamientos sanitarios, abortos, muertes, ventas, etc.), que durante el dia son anotados
en cuadernos de campos, para luego descargarlos en sus respectivos ficheros para

procesarlos y ser analizados.
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3.4 Materiales y Equipos utilizados.

3.4.1 Superovulacion e inseminacion artificial.
Para el programa de superovulacion e inseminacidon se emplearon los siguientes

equipos, materiales, vitaminas y hormonas.

Equipos y Materiales Hormonas y Vitaminas

Equipo de ultrasonido Dispositivo Intravaginal Bovino (1g de progesterona)
Jeringas y agujas descartables Progestin® (Progesterona Inyectable)
Guantes plastico de palpacion Catosal® (Vitaminas inyectables)

Papel toalla Estrovet® (Benzoato de Estradiol)
Pistola de inseminacion Lutaprost® (Prostaglandina)

Funda de inseminacion Conceptase® (Gonadotropina (GnRh))
Semen bovino. Folltropin®-V (FSH)

3.4.2 Colecta de embriones.

En la colecta de embriones se utilizaron los siguientes materiales y equipos.

Materiales y Equipos Hormonas y Medios de lavado
Equipo de ultrasonido Medio de lavado de embriones
Bafo Maria Suero Fisiologico

Dilatador Lidocaina® 1%

Estilete Lutaprost® (Prostaglandina)
Pinzas

Cateter Folley

Tuberia Y

Filtros Ecom

Jeringas y agujas

Guantes Plasticos de palpacion
Papel Toalla
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3.4.3 Busqueda y clasificacion de embriones.

En la busqueda y clasificacion de embriones se emplearon los siguientes

Materiales Fisicos Medios de conservacion de embriones
Estereoscopio Medio de Lavado

Microscopio Suero Fisiolégico

Bafio Maria Hollding®

Platina Caliente Etilenglicol Freezer®

Filtros Ecom
Placas Pestri
Jeringas y agujas
Micro pipeta
Pajillas 0.25 ml
Papel Toalla

3.5 Sincronizacion y superovulacién de donantes.

El protocolo utilizado para la superovulacion de los animales fue en base a las
siguientes hormonas: Progesterona (DIB®: Dispositivo Intravaginal Bovino, Syntex,
Argentina) y Progestin®), Prostaglandinas (Lutaprost®, Agrovet Market, Peru),
Estrogenos (Estrovet®, Montana, Pert)), FSH (Folltropin®-V, Bioniche, Canadd) y
GnRh (Conceptase®, Agrovet Market, Peru).

El esquema de tiempo y aplicacion de hormonas empleado en la superovulacion fue el

siguiente:

Dia 0: Se realiza el implante intravaginal de un DIB® (Progesterona), aplicacion
intramuscular profunda de 0.35 ml de Estrovet® (Benzoato de Estradiol), 1.5 ml de
Lutaprost® (Prostaglandina), Iml de Progestin® (Progesterona) y un suplemento de

vitaminas ADE (Catosal®).
Dia 4 al 7: se aplica el Folltropin®-V (FSH) por la mafiana y por la tarde cada dia
(intervalo de 12 horas). La dosis por donadora, varia segiin historial de respuesta

ovulatoria individual.
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Dia 7: se aplica dos dosis de Lutaprost®, 2.0 ml en la mafiana y 12 horas después en la

tarde 2.0 ml en segunda aplicacion.

Dia 9: se observa la presencia de celo y se aplica 2.5 ml de Conceptase® (GnRH); se
realiza doble inseminacion artificial (12 y 24 horas de detectado el celo), aplicacion de

2.5 ml de Conceptase® (GnRH) en la primera inseminacion.

Dia 16: se realiza la colecta, transferencia y congelamiento de embriones. Al final del
lavado aplicacion 2 ml de Lutaprost® (Prostaglandina).
En la siguiente figura se observa el esquema de aplicacion del protocolo realizados a

las vacas del estudio:

0.35 ml Estrovet
1.5 ml Lutaprost Remove D7
1ml Progestin

}

DIB
2.5ml Conceptase
(Celo)
FSH
| | | | | | |
| I | >
DO DA D5 D6 D7 D9 D16

! AMIEM Colecta

2ml Lut: t
2ml Lutaprost mi Lutapros!

(AM/PM)

Figura 04: Esquema de aplicacion del protocolo de superovulacion.

La dosis de FSH se reguldo de acuerdo a la respuesta individual de cada animal,

encontrando las mejores respuestas a niveles que van de 320 mg a 360 mg, teniendo un

30



promedio de uso de 340 mg, el cual se empleo en la superovulacion de los animales en

estudio.

En la siguiente figura se muestra el protocolo de superovulacion empleado.

Donadora a 340 mg FSH

Dia

a.m.

2

3

4 | 3.5 ml Folltropin®-V(70 mg FSH) | 3.0 ml Folltropin®-V 60 mg FSH

5 |3.0 ml Folltropin®-V (60 mg FSH) | 2.5 ml Folltropin®-V (50 mg FSH)

6 | 2.0 ml Folltropin®-V (40 mg FSH) | 1.5 ml Folltropin®-V (30 mg FSH)
1.0 ml Folltropin®-V (20 mg FSH) | 0.5 ml Folltropin®-V (10 mg FSH)

7 + 2 ml Lutaprost® + 2 ml Lutaprost

8
B T R
11
12
13
14
15
e o st s s

Figura 05: Protocolo utilizado para donadora a 340 mg de FSH



3.6 Coleccion, busqueda y clasificacion de embriones.

Se procedio a verificar la respuesta ovarica a la superovulacion en las vacas atreves de
una ecografia a cada vaca, y determinar el cuerno que se lavara en primer lugar.

Para la recoleccion de los embriones se utilizo la metodologia del circuito cerrado con
flujo discontinuo. Las vacas fueron llevadas al brete de colecta el cual cuenta con un
desnivel que coloca a la vaca con los miembros anteriores mas elevados que los
posteriores lo que facilita la ubicacion del aparato reproductor y la evacuacion del

medio de lavado.

Una vez sujetas las vacas, primero se procedio al lavado de la region perineal y a la
aplicacion de un anestésico local via epidural, administrando 5 ml de lidocaina 1%, para
disminuir los movimientos peristalticos del recto, y facilite la manipulacion de los
cuernos uterinos evitando al mismo tiempo irritar la mucosa del recto. Se introdujo el

dilatador de cérvix, para facilitar la entrada del catéter Folley hacia los cuernos uterinos.

Se procede a la ubicacion del catéter de dos vias (22Fr 30cc), que lleva en su interior un
estilete que le da rigidez para poder ser ubicado en el cuerno correspondiente al ovario
con mayor cantidad de cuerpos luteos, con una jeringa llena de medio de lavado se infla
el balon del cateter para poder fijarlo a la pared del cuerno (10-15ml). Una vez fijado,

se retira el estilete y se conecta a uno de los lados de la tuberia en “Y™.

El otro lado de la tuberia en “Y” se conecta al medio de lavado (Lactato Ringer
enriquecido con Suero fetal bovino) y en el otro por debajo del nivel de la linea del

cateter al filtro donde se reciben los embriones.

El medio de lavado se va introduciendo por una de las vias de la tuberia en promedio de
50-60 ml, a 38°C, paralelamente se hacen masajes en el cuerno uterino lo que favorece
que los embriones se suelten y se puedan recuperar. Por la segunda via de la tuberia se
recogen los 60 ml introducidos que van a dar al filtro. Se utilizaron 1000 ml por cada

cucrno.
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Terminado el proceso de lavado, los filtros que contienen el medio de colecta y los

embriones, son llevados al laboratorio evitando la incidencia de luz solar y se procede a

la busqueda de los embriones, de acuerdo al siguiente protocolo:

- Dejar reposar el colector (filtro) minimo 5-10 minutos a 37° C.

- Lavar el filtro con medio de lavado y depositar el liquido en placas petri

cuadriculadas.

- Ubicar los embriones en las Placa Petri con fondo cuadriculado con la ayuda de un

microscopio con 10-20X.

- Utilizar micropipetas para la manipulacion.

- Revisar cada placa dos veces.

- Mover la placa petri para evitar que los embriones se peguen a los bordes.

Los codigos de calidad de los embriones oscilan entre 1 y 4 (Sociedad Internacional de

Transferencia de Embriones, 2011):

Caddigo 1: Excelente. Masa embrionaria simétrica y esférica con blastomeros
individuales (células) uniformes en tamafo, color y densidad. Este embrion
concuerda con la etapa de desarrollo esperada. Las irregularidades deben ser
relativamente menores, y al menos 85% del material celular debe ser una masa
embrionaria intacta y viable. Este criterio debe basarse en el porcentaje de
cé¢lulas embrionarias representadas por el material extrudido en el espacio
perivitelino. La zona pelicida debe ser suave y no debe tener superficies
concavas o planas que puedan provocar que el embrion se adhiera a una placa de

Petri o a una pajuela.

Cdodigo 2: Buena. Irregularidades moderadas en la forma total de la masa
embrionaria o en el tamafio, color y densidad de las células individuales. Al
menos el 50% del material celular debe ser una masa embrionaria intacta y

viable.
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- Cddigo 3: Mala. Irregularidades importantes en la forma total de la masa
embrionaria o en el tamafo, color y densidad de las células individuales. Al
menos el 25% del material celular debe ser una masa embrionaria intacta y

viable.

- Codigo 4: Muerta o Deteriorada. Embriones, ovocitos o embriones de 1 celula

deteriorados: no validos

El codigo de los estadios de desarrollo es numérico de 1 a 9. En la transferencia
comercial de embriones, los embriones son generalmente recolectados en los dias 6 a 8
del ciclo estral (de moérula a blastocisto) (Sociedad Internacional de transferencia de

Embriones, 2011):

- N° 1: ovocito sin fertilizar o embrion de una célula (1 dia).

- N°2: Identifica embriones con dos a 16 células (2 a 4 dias).

- N°3: Identifica Morulas Tempranas (5 a 6 dias).

- N°%: Identifica Morulas Compactas de 6 dias de edad.

- N°5: Blastocisto Temprano (7 dias).

- N°: Blastocisto (7 a 8 dias).

- N°7: Blastocisto Expandido (8 a 9 dias).

- N°8: Blastocisto eclosionado (9 dias) apartir del dia noveno o decimo

el blastocisto ya esta fuera de la zona pelucida.
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Figura 06: Embriones bovinos en diferentes estados de desarrollo (460X), (Lindner and Wright, 1983)

A medida que los embriones fueron localizados, se depositaron en placas Petri
conteniendo medio de mantenimiento a 37°C, a medida que se fueron pasando de un
pozo a otro, se fueron clasificando, para lo cual se utiliz6 los criterios del Manual de la
Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones. Los diferentes grados de calidad
fueron determinados por medio del microscopio, tanto la observacidbn como la
diferenciacion entre un grado y otro son subjetivas y depende en gran parte de la

experiencia del operador.
Una vez clasificados los embriones fueron transferidos en fresco o congelados; la

preparacion de las pajuelas de 0.25 ml se realizd con medio de mantenimiento y

etilenglicol como se indica en la figura:
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Alcohol
Palivinilico

Embfion +
Etilenglicol

Algodon

Medio de
Mantenimiento

Medio de
Mantenimiento

Burbujas de Aire

Figura 07. Representacion esquematica de una pajilla con un embrion congelado.

3.7 Disefio experimental

SUPEROVULACION 1A COLECTA
Donantes
Holstein --*-------bl----**
(n=15) Embriones viables
SUPEROVULACION COLECTA
Donantes
Brown Swiss ——*------—Fl—---%
(n=22) Embriones viables
SUPEROVULACION COLECTA
Donantes
Simmental --*-—-----Fl--——’*
(n=28) Embriones viables

3.8 Analisis Estadistico
Los resultados fueron analizados mediante el disefio estadistico Disefio Completamente

al Azar, cuyo modelo lineal es:

Yij=u+Ti+Ejj
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Doénde:

Yij = variable respuesta correspondiente al nimero de embriones viables totales.
u = media general.

Ti = efecto del iesimo tratamiento (Razas)

Eij = efecto del error del muestreo
Las medias fueron realizadas usando la prueba de Dunnett (0 = 0.01). Se utilizo el

paquete estadistico Statical Analisis Sistem (SAS version 9.2), para los analisis de

variancia y comparacion de medias.
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IV. RESULTADOS

En la Unidad Experimental de Zootecnia “Renato Zepilli Ferraza” se realizaron doce
colectas con un promedio de cinco donadoras por colecta, durante el afo 2012 y
podemos observar los siguientes resultados. El numero de embriones viables
recolectados de las 65 donadoras fue de 252, de los cuales 46 se transfirieron en fresco y

206 fueron congelados.

El promedio obtenido fue de 3.9 £ 0.9 embriones viables por donadora; estos datos
concuerdan con los reportados por Borjas et al (1993), quienes obtuvieron un promedio
de 3.3 embriones quienes realizaron comparacion de produccion de embriones en 50

donadoras de dos razas de ganado lechero (Holstein y Brown Swiss).

En cambio Betancourth et al (2011), utilizando similar protocolo en Honduras,
trabajando con 10 donadoras de tres razas de ganado lechero obtuvieron 6.5 embriones
(Holstein, Brown Swiss y Jersey). Esta investigacion realizado en ganado manejado en
un sistema al pastoreo, donde podria asumirse por el nivel de exigencia de los animales
en este sistema, se obtuvo una mejor tasa de recuperacion de embriones comparado en
los sistemas intensivos donde son mas exigidos a la produccion y el numero de

donadoras con las que se trabajo.

Tabla 04: Embriones viables totales de las tres razas y nimero de embriones por vaca.

DONADORAS TOTAL EMBRIONES VIABLES No
N° N° Emb./Donadora
65 252 3.94+0.9

El porcentaje de embriones viables de las tres razas es de 52.8% (n=252) de un total de
477 recuperados durante todo el periodo de evaluacion y 47.2% (n=225) de ovocitos no

fertilizados, degenerados y embriones de baja calidad que fueron descartados (figura 6).
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Estos datos nos muestran que son mas altos a los reportados por Jiménez (2009), donde
reporta un porcentaje de embriones viables de 47.8 % (n=5), posiblemente al nimero
pequefio de muestra con la que trabajaron en esta investigacion, pero son mas bajo al
reportado por Rosell et al. (2003), en ganado lechero encontraron 67 % de tasa de
recuperacion de embriones transferibles, bajo un sistema semi-intensivo, lo cual
explicaria el porcentaje mas alto que nuestra investigacion, pues son animales con un

nivel de exigencia productiva mas baja.

52.8 %

Embriones
Viables

Estructuras
no viables

Figura 08: Distribucion de estructuras recuperadas por colecta.

La respuesta individual de embriones viables por raza fue la siguiente:

Para la raza Holstein fue de 72 embriones, de los cuales 4 fueron transferidos en fresco
y 68 embriones fueron congelados; siendo el promedio de 4.8 + 1.2 embriones viables

por donadora.

Este valor es parecido al reportado por Rengifo (2009), donde encontrd 5.4 embriones

para 15 vaquillonas Holstein con celo natural, pero en el caso de celo sincronizado
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reporto 1.2 embriones en 13 vaquillas siendo este inferior al encontrado en nuestra
investigacion, este dato debido a que no hubo una adecuada sincronia de la ovulacion
con el momento de la inseminacion a tiempo fijo. Asimismo, Rivadeneira y Alvarado
(2005), trabajando con cuatro vaquillas Holstein en un establo lechero comercial en
Lima, utilizando en protocolo de sincronizacidon con Folltropin obtuvieron un promedio
de 6.25 embriones viales por donadora, este valor es mas alto al reportado en nuestra

investigacion debido al bajo nimero de animales muestreados con los que se trabajo.

Los embriones viables en la raza Brown Swiss fueron 78 embriones, de los cuales 11 se
transfirieron en fresco y 67 se congelaron; siendo el promedio de 3.5 + 0.96 embriones
viables por donadora. Bulbul et al. (2005), trabajando dos tratamientos de
superovulacion en 19 vacas Brown Swiss bajo un manejo de sistema intensivo,
encontrando valores promedios de 4.5-4.7 embriones con media de = 1.0 — 1.6, siendo
estos valores similares a los reportados en nuestra investigacion. Asimismo Diaz et al.
(2012), trabajando en condiciones de tropico, obteniendo un promedio de 8.4 embriones
viables, este resultado mas alto debido al sistema de crianza donde el nivel de exigencia

de los animales es bajo comparado con los sistemas intensivos.

La respuesta de la raza Fleckvieh fue de 102 embriones viables, de los cuales 31
embriones se transfirieron en fresco y 71 se congelaron; los embriones viables por vaca
donadora fueron en promedio 3.6 + 0.8. Carballo et al. (2010), usando dos protocolos de
sincronizacion de superovulacion con GnRH y Benzoato de estradiol mas progesterona,
obtuvieron un promedio de 7.7 y 6.8 embriones respectivamente. Asimismo Demczuk et
al. (1998), en ganado Simmental obtuvieron un promedio de 9.8 +/- 6.5 embriones

viables por donadora.

Las diferencias observadas al tipo de ganado y la procedencia de estas lineas de
Fleckvieh/Simmental, lo que este pudo interaccionar en la produccion de embriones,
siendo en nuestro caso la linea con tendencia para la produccion de leche, que es la mas
exigente que las de tipo céarnico, habiendo logrado una mejor respuesta a la tasa de

recuperacion de embriones viables por donadora.

40



Cuadro 05: Embriones viables por raza y nimero de embriones por raza.

DONADORA TOTAL EMBRIONES VIABLES N°
RAZA N° N° Emb./Vaca
HOLSTEIN 15 72 48%+ 1.2
BROWN SWISS 22 78 3.5* £ 09
SIMMENTAL 28 102 3.6" £ 0.8

Nota: Medias con letras iguales no muestran diferencia significativa.

Al realizar las pruebas de medias para la produccion de embriones por razas prueba de
Dunnett (0=0.01), no se encontré diferencia significativa en la produccion de
embriones viables medida entre las tres razas (4.8%, 3.5 y 3.6%), por lo que podemos
afirmar que no hay efecto de la raza en la recuperacion de embriones viables para
nuestro estudio. Esto concuerda con lo reportado por Borjas et al (1993), donde en su
investigacion no encontraron diferencias entre donadoras de raza Holstein y Brown

Swiss.
También es similar a los resultados obtenidos por Diaz et al (2012), en su trabajo

comparando entre raza Holstein y Brown Swiss, donde no encontraron diferencias

significativas en la produccion de embriones viables.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos bajo nuestras condiciones del experimento podemos llegar a

las siguientes conclusiones:

1.

La respuesta a la tasa de recuperacion para las razas Holstein, Brown Swiss y
Fleckvieh de embriones viables obtenidos mediante el método MOET es en
promedi6 por colecta de 3.9 £ 0.9 embriones. Obteniendo un porcentaje de

embriones viables por colecta de 52.8 %

El promedio de embriones por colecta obtenido por raza en presente estudio fueron:
Holstein 4.8 = 1.2, Brown Swiss 3.5 £ 0.9 y Fleckvieh 3.6 = 0.8 de embriones

viables.

A la evaluacion estadistica no existe diferencia significativa para las medias de la
produccion de embriones viables entre las razas evaluadas, siendo para nuestro
medio de manejo los factores fisiologicos individuales y niveles de exigencia
productivos, propia de la hembra donante principalmente los cuales pueden variar

la tasa de ovulatoria y la tasa de recuperacion de embriones viables.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Realizar mas trabajos con un mayor nimero de animales para determinar la
cantidad y calidad de embriones producidos por MOET en las donadoras de las

diferentes razas que se explotan en los diversos sistemas de produccion del pais.
2. Investigar la produccion de embriones en vaquillas y vacas de razas

especializadas para la produccion de leche, para evaluar cantidad y calidad, para

determinar cual es la mas econdmica.
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VIII.

ANEXO

Formatos de colecta vy conservacion de embrioenes

A. CERTIFICATE OF EMBRYO RECOVERY

Pege__ of
Bread
- . s S
Owner Address
Onsat Oaw
Estns Dats O
¥, Mo Doy
Sanvice Sire Mo Breeding Dats
[ . Mo Doy
1D Code Freeze Dabs or Baich Na. Samd&anmx:n’_;lnmybabe Wi iy
Sanvice Sire Mo Totel Recovared
" ;Imauaammm
ID Code Fraaze Dats or Batch Na. Semed Seman X orY _—— No Uniertilzed
No. Transtzmed
No. Frozen
Signaturs Fim
Pattignaror Lasdoral o Extryo Froductin Tomn Ao covaring Embryos £T Code
B. CERTIFICATE OF EMBRYO TRANSFER (s revarse side for codng Instructions) \E EROZEN
ACCOMMODATES DIRECT TRANSFER
Date of Freaze Data
Embrya Transier Surgicel ____ Mon-surgical B on straw
It &l frans. ¥ Mo Dy Practtionar |0,
5t one time
Siraw No's
Daye since Estrus of Donar
One Embiryo wes transtamad to each of the fallowing racipiants uniess 1t s nobed that mare tan ona was trensfemed,
RECIPIENT IDENTIFICATION Days Emb.
EarTag, Reglstration Breed Since Stage Ousl. Straw  Trans.
or Tattoo Mo Code Estrus Code Code N,D,FMorlU  No. Date Comments*
. 3
2 o & A
2 4 LT Y
. L1
. -
6 HEH B
g HEEH H
. o T
. o1 I
10 ;I j J
. -
12, = j ;I
Signaturs Fm
TechnomFediog o T Lagdar by msforad he Emir jos
ET Code Frona( |

“Use comment column for any specla! notations andor idendlly the ocation of the opposite half of 8 divided embryo. Prenancy can be nofed
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STAGE OF DEVELOPMENT QUALITY OF EMBRYOS MANIFULATION OF EMBRYOS

CONDITIONS FOR COMPLETING EMBRYO CERTIFICATES

Compiate one or more Certificate of Embryo Recovery for each recovary. Precede registration numbers of donor dam and
donar sire(s) with the Intemational Standards Organization (150) three ketter country codes (cc). The responsible practitioner or
leader of embryo production team signing this certificate Is attesiing to the tact that the donor dam was Identifiad with
har certificate of reglstration, that the sarvice sire Information was taken from a wiitten record of services, and that ail the
Informiation ks true and cormact.

Carticate of Embryo Transher will ba completed to the extant that s necessary and/ior appropriate to Idaniity each recipient
Indo which an embryo IS transtemed. If trozen embryos are transkamed, the Certificate of Embryo Recovary will be comiplatad
by the responsible practitionar or by transferring from the onginal Certiflcata of Embryo Recovary or by aftaching a copy.
The praciitionar or leader of embryo production team signing the Certificate of Embryo Transier ks attesting to the accuracy
and completeness of the identification of the embryos being fransfemad and the identity of the reciplents Into which the
ambryos are being transiermed. Days since esires will be expressed In 1/2 day Incremanis.

One copy of a complete Certificate of Embryo Transter with Certificate of Embryo Recovery will be submitted to the
appropriate breed office as required by the respaective breed crganization, which may require the record belors resuliing
aftspring can be registared or oMcially identifled. One copy should be provided to the owner.

Should any emibnyo in a reciplent as Identifled hereon change ownership, it 1s iImportant that the requirements of the respaciive
breed organization for recording the identification of the new owner ba followed. This may be required Daldre resurting
offspring can ba registarad or officlally identfiad. This would normially be the responsibllity of the oWner of recom.

Liza tha following codes fo describe the embryo, identify the treed and idantity the month In all dates.

. Jerary  Ja
Mo. Stage Code 1. Excellent o Good N - Nat Manipulated Fabnmry  EE
1 Unferiiized Codez Fair D - Dividad Mah MR
2 2-to12-cel Code3. Poor ;-;ﬂd";ﬂ;brﬁﬂpﬂ? ﬂ' -
3 Early Morula Code 4. Dead or degenerating - Biopsy
© Morda U-Sex Undstemined by Bicpsy e N
. JY

5 Early Blastocyst Refer to IETS Manual, Third Use comment column to describe July o
& [Blasiocyst Edition, Chapter g, for ather hiopsies. !'UJ"E[H e
7 Expandead Blastocyst descplion of codes. Ocooer ~ OC
8 Hatched Blastocyst SEXED SEMEN Movembar MO
9 Expanded Haiched Blastocyst ¥ -Famale ¥ -Mals December DE

BOVIHE

AN - Absmian Angus BZ . Bonsmam G5 - Gasoore MA - Mathigora RO - Rolbunis

AB . Abordanca CF - Camphna Red Plad OV - Ookwich ME . Mmamman: HA& - Solors

AF - Alrkaner CH - Canadicime ol - ar Ml . Mousa Fhins lssal 83 . Sonfy Gerteds

KK - Amkoio CE8 - Charmmy OF - Gronieger MO - Monibolard SE - Semapol

AY - Ayt CH - Crambe GU - Guamsgy MO - Mumay Gray NS - Shorthom jmiking)

BA - Bamom CA - Chisnina GF - Cumm HE - Molors 58 - Shorthom - Scolch)

BE - Baslolb D8 - Danish Black & Whils HC - Hays Comseelar NG - Mg sp.stnmnm

BF - Boal Friosian OJ - Danish Jarsay HH - Hariond homad) MM - Nomands I8 - Shorthom {[lawama)

BM - Bosimasior FW - Danish Red & Whils HF - Horglond NR Nonwogan Fod 81 . Simbrah

BE - Baigian Elus DE - Dwwon EH - Highiand P4 . Parbenak EM . Srmmaral

B3 - Baled DR - Dodar Highland) Pl - Piadmaont 5 - Soulh Davon

BO - Bionds [Aquining oz - HO - Hosion FR - Pia Rouge X - Gussax

BX - Bomn FF - EastF RadFisd WY - Hybrid {Mberin Hybrd) FZ - Pinzgauer TA - Tanninbo

BO - Bmiord ER - Efnger 1B - lhago RA - TG - Tesmanian Gy

BA - Brahman FA - Famand IN - Incu Esasl m.m;q- TL - Tomas Longhom

BH - Brihmantal AL - Flacksh E - Jomsy AE - Fod Bangs ™ - Tal

BL - Bmir FR - Frboug KE - Koba (Wagy) RO - FodDana (Rod Danish, WE - Wish Biack

BN - Brrgus FB - Friesian (Balglan) W - Luing nnm WF . Wl Flomish Fiod

BU - Brurwigh DF - Fricsian (Duich) L& - Limowusin Wi - Fod ¥ . Crosshreds

8B - Brown Swiss G.A-Gm{l:d] LR - Linooi Red RP - FodPol

BE - Brown Swins GO - Callowy |dalry) MA - Maine-Anfu AN - Fomagnoa

CAPRINE

AL - Alpra AG - Angom CH - Cashmarg KR - Hala'ar Aods HU - Mubd@n

TO - Togganburg E& - Eaanen B3 - Boar LN - LaMancha 50 - Savann Goal

EGLUIKE

AS - Amarican Saddiabod CL - Clydeadalo MH - Mosgari OH - Cuarar Hoss 8F . Suflolk Punch

""-W Hl'u-Hm[Hﬂl'li] PL - Paloming EE . Ehatand Tll'.mml'q

AR - Ambin HE - Hackmay [Pory) PE - Perchemn Bl - Ehim TH - Theonughtssd

EL - Bscigan HU - Humiar FH - Phio EN - Elandarred WE - Wokh

PORCINE

YO - Yooshis DU - Dumc BK - Banshira PE - PFlotain LW - Lampa'Whila |Ertish)

LA - Landmce LC - Lxoms 50 - Spomed T™ - Tamwerh LB - Lorge Elack [Brfish)

HA - Hampshirs PC Foland China W - Chasler Whis WE - Wossex Saddoback

ONIRE

AN - Ao DM - Dohra Mering L - lode Fmnca X - DCodond MM - 5. Afvican MuSon Merino

BF . Backhoad Porsin 0O - Dorst LE - Lukosior EP - Porsan {SpeddeciBididar ET - Souhdown E

BC - Bomder Chaviol DR - Dormar u - Lincoin AA - Aamboullicl U - Suiok

co Colambéa DF - Dorpar ME - Morino AM - Aomnoksl YA Wan Aooy -

CR Comedak FH - Finnish Landmog MT . Monfadale Ef . Boofish Biaddacs WO - Whila Dorper E

04 - Damam HA - Hampshire MG - K Couniry Chaviot ER - Ehmpshim "

50



Universidad Nacional Agraria La Molina
Facultad de Zootecnia, Departamento de Produccion Animal
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva — LBR
Telf.:51.1.3498085; email: emellisho@lamolina.edu.pe
jbarreraamaro@gmail.com

DONADORA

Nombre: R.G.: Arete:
F.N.: Parto:

D.E.L. Prom D.:

Ultimo celo: N°IA p/ SO:

TORO (SEMEN):
Nombre: R.G.:

DATOS DE LA MOET:
CELO (hora/dia): N° de Servicios:

COLECCION (fecha).

PALPACION/ULTRASONOGRAFIA

OVARIO IZQUIERDO OVARIO DERECHO
F: C.L. F: C.L.:
EVALUACION
CALIDAD \ESTADO TOTAL DE
1 2 3 q 5 6 7 EMBRIONES
1 CONGELABLES (@]
2 TRANSFERIBLES (@]
3 VIABLES (@]
4
TOTAL
OBSERVACIONES:
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jbarreraamaro(@gmail.com

DATOS DE EMBRIONES COLECTADOS (DONADORA)

CONGELADOS
es! @]
o <88 =
N° DE 2
~B|Ewn ol GENEOLOGIA OBSERVACIONES
PAIILLA | Sl 2|~ 5
>|O & >
TRANSFERIDOS EN FRESCO
2 |_& »
RECEPTORA % 5 :3; o GENEOLOGIA OBSERVACIONES
> = 2z
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